サルコイドーシスにおける血清および気管支肺胞洗浄液の可溶性CD44値とその臨床的意義 by 田胡 秀和 et al.
一　767　一
東医大誌　58（6）：767～774，2000
サルコイドーシスにおける血清および気管支肺胞洗浄液の
　　　　　　　　可溶性CD44値とその臨床的意義
田胡秀和
峯村和成
春日郁馬
内海健太
東京医科大学内科第1講座
（指導：大屋敷一馬主任教授）
國　澤 晃
【要旨】CD44は膜貫通型の接着分子の一つで，リンパ球をはじめ白血球や赤血球，上皮細胞，線維芽細胞
など生体内に広く分布する．我々はサンドイッチELISA法により，サルコイドーシス患者の血清および気
管支肺胞洗浄液（BALF）の可溶性CD44（sCD44）を測定し，その臨床的意義を検討した．サルコイドー
シス患者の血清sCD44値（n＝14）は健常者（n＝56）と較べ有意に上昇し（322．5±159．8　ng／ml　vs　145．4
±22．9ng／ml；P＝0．0001），血清アンギオテンシン変換酵素（ACE）との問に正の関係を認めた（r＝0．657）．
一方，サルコイドーシス患者のBALF（n＝24）のsCD44値は健常者（n＝4）と比べやや高値であったが，
両群問で有意差を認めなかった（17。8土11．4ng／ml　vs　14．7土5．6　ng／ml；P＝0．71）．血清sCD44は悪性腫
瘍や膠原病の進展のパラメーターとして最近注目を集めているが，サルコイドーシスにおいても今後ACE
と同様に補助診断として有用である可能性が示唆された．
はじめに
　サルコイドーシスは肺をはじめとする全身各臓器
に病変を形成する原因不明の肉芽腫性疾患である．
その発症と病状の進展に関して，細胞性免疫をはじ
めとした免疫学的異常が背景にあることが明らかに
なり1，2），気管支肺胞洗浄液（BALF）中のCD4／
CD8リンパ球比の変化が肺局所の病変を反映する
指標とされている．サルコイドーシスにおける様々
な免疫学的アプローチがなされているにも関わら
ず，いまだに不明な点も多い．
　リンパ球表面マ・一一一一カーであるCD44は膜貫通型の
接着分子の一つであり，リンパ球をはじめとし，生
体内に広く分布することが知られている．CD44は
ピアルロン酸，コラーゲン，フィブロネクチンなど
がそのリガンドとして知られ3），同種細胞の凝集誘
導4），T細胞の活性化5，6），　B細胞のストローマ細胞
依存性の初期分化過程への関与，リンパ球のホー
ミングレセプターとしての働きや7），癌転移に関与
すると報告されている8）．sCD44は悪性リンパ腫や
慢性リンパ性白血病などの造血器疾患9・　10），胃癌11）
および大腸癌12）の病期や転移能と相関することが
報告されている．しかし，他の疾患における臨床
的意義について未だ詳細な報告はない．
　今回我々はサルコイドーシスの免疫学的側面に注
目し13），sCD44値の臨床的意義を血清および肺局
所の面から検討することを目的とした．
研究対象と方法
1）対象
　対象は1991年5月から1999年11月の問に東京
医科大学病院に受診および入院し，臨床所見およ
2000年11月13日受付，2000年12月4日受理
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び組織診などからサルコイドーシスと診断した29
名である．血清はサルコイドーシス14例より，
BALFは24例を用いて検討し，それらの内9例に
ついては血清およびBALFの両者にて検：討が可能で
あった．内訳は年齢23歳～69歳，男性16名，女性
13名である．対照として健1常者56例の血清と4例
のBALFを用いた．
　2）方法
　早朝空腹時にインフォームドコンセントが得られ
た患者から採血し，直ちに血清成分へ分離後，凍結
し検体とした．BALFは右中葉もしくは左舌区に計
150mlの生理食塩水を注入し，回収された検体を
用いた．その後比重遠沈法によって分離された上清
成分を測定に用いた．sCD44の測定には2種類の
モノクローナル抗体（クローンJH－190，ヒト白血
球由来，SRL，　JAPAN；クローンBU52，　The
Bilding　Site　limited，　Birmingham，　England）を用
いて，既報のごとくサンドイッチELISA法にて測
定した14・　15）．
　すなわち，BU52モノクロナール抗体を96マイク
ロウェルプレートに40C一晩固相化し，1％BSA－
PBSO．05％Tween　25にて希釈した検体を4。C一一
晩，反応させる．洗浄後，5μg／mlのビオチン標識
抗CD44モノクロナール（クローンJH－190）により
室温3時間で反応の後，ペルオキシダーゼ標識スト
レプトアビジン（DAKO　JAPAN，　Inc，　Tokyo，
Japan）にて反応．　TMB（3，3’，5，5’一・テトラメ
チルベンジン：NACALAI　TESQUE，　Inc．）溶液を
添加，室温で発色反応を行い，450nmにおける吸
光度を測定した14）．CD44の標準物質は健；常者の尿
からモノクロナール抗体を結合したアフィニテイー
カラムによって精製し，検量線はsCD44濃度0．06
ng／mlから2mg／m1で直線性を示した14）．用いた抗
体はともにアイソフォームの共通部分を認識するの
で，このサンドイッチELISA法では全てのアイソ
フォームが測定されるものと考えた．
　3）検討項目
　サルコイドーシスと健常者での血清およびBALF
のsCD44値の比較のほかに，　sCD44とACE，
BALF総細胞数およびリンパ球サブセット，　CD4／8
比との相関について検討した．
　4）統計学的検討
　sCD44値は平均値±標準偏差で表し，2群島の検
定はMann－Whitney－U　testを用いて行い，危険率
5％未満をもって有意と判定した（マッキントッシ
ュ版Statview　softwareを使用）．
結 果
　1）血清およびBALFのsC：D44値
　健常者56名の血清sCD44値は96から189　ng／m1
（145．4±22．9ng／m1）であったことから，健常人で
の血清sCD44のcut　off値を191　ng／mlと設定した
（平均値＋2x標準偏差）15）．サルコイドーシス患者
の血清sCD44値は185　ng／mlから673　ng／ml
（322．5±！59．8ng／ml）に分布していた．サルコイ
ドーシス患者の11／14例が健常者でのcut　off値を
上回っており，サルコイドーシス患者の血清
sCD44値は健常者と比べ有意に高値を示した（P＝
o．oool）　（Fig．　IA）．
　一方，BALFのsCD44値はサルコイドーシス患
者で3．04から48．30ng／ml（17．8±11．4ng／ml）に
分布したのに対し，健常者では10．0～22．3ng／ml
（14．7±5．6ng／m1）であった．今回の検討より健常
人BALFでのsCD44のcut　off値を29　ng／mlと設定
した（平均値＋2x標準偏差）．サルコイドーシス患
者の3／24例が健；常者でのcut　off値を上回っていた
が，サルコイドーシス患者のBALF　sCD44値は健
常者と比べ有意な上昇はみられなかった（P＝0．71）
（Fig．　IB）．
　サルコイドーシス患者29名のうち血清および
BALFを同時に施行し得た9名の，それぞれの
sCD44値の相関を検討したが，両者のあいだに有
意な相関を認めなかった（r＝0．345）（Fig．2）．し
かしながら，9例のうち7例ではBALFと血清の
sCD44値に極めて高い正の相関を認め（r＝0．875），
残りの2例では血清sCD44値と比べ高いBALF
sCD44値を認めた（Fig．2の破線内の2例）．逆に
血清sCD44が高値で正常域のBALF　sCD44を示し
た症例はみられなかった．すなわち，BALF　sCD44
および血清sCD44が両者とも正常域の症例は我々
の検討した中では1例のみで，この患者では病理学
的にサルコイドーシスの診断が得られたが，ACE
も15．51U／しと低い症例であった．
　2）血清sCD44値と血清ACE値の相関
　サルコイドーシス患者14名の血清sCD44値と
ACE値の相関を調べたところ，両者の間に一定の
傾向を認めた（r＝O．657）（Fig．3A）．血清ACE値
は14例中7例が正常域（＜21．81U／L／370C）であ
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Fig．　1　Serum　soluble　CD44　level　（A）　and　BALF　soluble　CD44　level　（B）　in　patients　with　sarcoidosis　and　normal　healthy
　　　volunteers　（mean　±　standard　deviation）．　Serum　soluble　CD44　in　sarcoidosis　patients　was　significantly　higher　than
　　　in　normal　subjects　（p　＝　O．OOOI），　whereas　no　significant　difference　was　noted　between　BALF　soluble　CD44　levels
　　　in　sarcoidosis　and　those　of　healthy　volunteers．
つたのに対し，血清sCD44値は3例のみ正常域で
あった．血清sCD44値が正常域であった3例のサ
ルコイドーシス患者でも，それぞれ185，187，190
ng／m1と比較的高い値を示した．
　一方，BALFでのsCD44とACEでは一定の傾向
を示さなかった（Fig．3B）．
　3）BALFのsC：D44とBA：LFのリンパ球比率，
およびCI）4／8比との相関
　サルコイドーシス患者の血清およびBALFの
sCD44とリンパ球総数，　CD4／8比，リンパ球サブ
セット絶対数との相関を検討した結果，血清および
BALFのsCD44はいずれの値とも有意な相関を示
さなかった（Table　1）．血清sCD44値を正常域の
群と上昇群で比較すると，上昇群では有意にBALF
中の総リンパ球数，CD3細胞総数およびCD4細胞
総数の上昇がみられた（Table　2）．一方，　BALF
sCD44値では他のBALF所見に有意な差を認めな
かった（Table　3）．
考 察
　サルコイドーシスは肺やリンパ節を中心とした病
巣部へ活性化したTリンパ球が蓄積し，肉芽腫を
形成するが，その際に主にCD4＋helper　T細胞や
まれにCD8＋supresser　T細胞が活性化される．な
かでもTh1細胞から産生されるIL－2やIFN一γなど
がその病態に関与するものとして注目されている
が13），未だにその免疫学的側面については未解決な
部分も多く残されている。
　CD44遺伝子はヒトでは11p13に位置し，20個の
エクソンにより構成され10個のvariant　exonが
alternative　splicingによって様々な組み合わせで発
現する．生体内に最も広く分布する80－90kDaの
hematopoietic　form（CD44）以外に，膜直上部に挿
入されるエクソンの違いにより様々な変異型
（CD44　variant）があることがわかっており，コン
ドロイチン硫酸の付加により180－200kDaの分子量
を示す．soluble　CD44（sCD44）はCD44　standard
（3）
一　770　一 東　京 医科大学雑誌 第58巻第6号
s田
き
覇
塞
50
45
40
35
30
25
20
15
10
5
o
t
N
／
x
／
x
一
x
－ t　　’　’s
o
x
x　．　／　、　 　　　　　 ノ
o
o
x
　x
　　x
　　　’
oi
　　／
　／
一
oo
o
o
o
o 100 200 300 400 500 600 700
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Serum　sCD44　（ng／me）
Fig．　2　No　particular　correlation　was　seen　between　serum　levels　and　BALF　levels　of　soluble　CD44　in　sarcoidosis　in　any
　　　　　　　patient．　When　two　patients（dotted　circle）　were　excluded　from　the　statistical　analysis，　a　high　correlation　（r　＝　O．875）
　　　　　　　was　obtained．
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Fig．　3　A，　A　positive　correlation　between　serum　soluble　CD44　and　serum　ACE　in　sarcoidosis　（r　＝　O．657）．　Broken　lines
　　　　　　　indicate　cut－off　levels　of　angiotensin－converting　enzyme　（21．8　IU／L／37　O　C）　and　serum　soluble　CD44　（191　ng／ml）．
　　　　　　　B，　There　was　no　particular　correlation　between　BALF　soluble　CD44　and　serum　ACE　in　sarcoidosis　（r　＝　O．13）．
　　　　　　　Broken　lines　indicate　cut－off　levels　of　angiotensin　converting　enzyme　（21．8　IU／L／37　O　C）　and　BALF　soluble　CD44
　　　　　　　（29　ng／ml）．
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Table　1　Correlation　between　BALF　findings　and　serum
　　　　or　BALF　sCD44
Elements Correlation　（r）
Serum　sCD44
　ACE
　BALF　total　cell　number
　BALF　total　lymphocyte　number
　BALF　lymphocytes　（O／o）
　BALF　CD4　cell　number
　BALF　CD4　（O／o）
　BALF　CD4／CD8
BALF　sCD44
　ACE
　BALF　total　cell　number
　BALF　total　lymphocyte　number
　BAILF　lymphocytes　（O／o）
　BALF　CD4　cell　number
　BALF　CD4　（O／o）
　BALF　CD4／CD8
O．657
0．47
0．11
0．12
0．1
0．012
0．062
O．13
0．051
0．224
0．038
0．173
0．057
0．019
（CD44st）とCD44　variant（CD44vt）の両者に由来
し，細胞外部分が細胞表面からsheddingすること
により，通常の膜結合型に比べて分子量が小さくな
っていると考えられている可溶性接着分子の一つ
で16），血清17）や関節滑液18）で検：出される．
　今回我々が測定したサルコイドーシス患者の血清
sCD44も健常者コントロールと比較して有意に上
昇しており，かつ血清ACEと一定の傾向を認めた
ことは，血清sCD44値がACEと同様にサルコイド
ーシスの補助診断における新たな血清マーカーとし
て有用である可能性が示唆された．さらにサルコイ
ドーシスと診断した14例のうち血清ACEが正常
範囲内であった症例が7例であったのに対し，血清
sCD44が正常であった症例はわずかに3症例にとど
まったことも注目に値するものと思われる．
　BALFのsCD44についてはサルコイドーシスと
健常例での有意差がみられず，BALFのCD4／8比
や総細胞数リンパ球比率との相関も認められなか
った．血清sCD44上昇例ではBALFでの総リンパ
球数およびCD4陽性細胞の絶対数の上昇がみられ
たことは，血清sCD44の上昇がサルコイドーシス
の免疫学的背景を反映していることを示しているも
のと考えられた．Wiwienらもサルコイドーシス患
者のBALFにおける特殊なCD44の発現様式を認
め，その診断的意義を強調している19）．
　一方，問質性肺炎での検討では血清sCD44値は
165～213ng／mlに分布し，3例中1例に軽度の上昇
がみられたのみであった．また，BALF12検体では
3．02～15．O　ng／mlと健常人との問に有意差を認めな
かった（データー提示せず）．これらのことはサル
コイドージス患者における血清sCD44の上昇は間
質性肺炎と異なる免疫学的背景を示唆する所見と思
われた．
　CD44は元来生体内に広く分布する接着分子の一
つであり，その主な働きにT細胞の活性化を促すこ
とが明らかとなっているため，サルコイドーシスに
おけるsCD44は肺の局所への直接の関与よりも，
Table　2　Significant　value　between　serum　sCD44　level　and　BALF　findings
elevated　sCD44
（〉　191　ng／ml）
normal　sCD44
（〈　191　ng／ml）
　　P　value
Mann－Whitney　U　test
BALF　sCD44　levels
Total　cell　count
　of　BALF　（×　lo5）
Lymphocytes　（O／o）
Lymphocytes　（×　105）
Neutrophils　（O／o）
Macrophages　（O／o）
CD3　（O／o）
CD3　cells　（×　105）
CD4　（O／o）
CD4　cells　（×　105）
CD8　（O／o）
CD8　cells　（×　105）
CD4／CD8
ACE　（IU／L）
28．5土12．5
317．2　±　78．9
31．3　±　15．3
105．1　±　74．5
　0．3　±　O．4
68．0　±　15．4
87．6　±　13．5
91．5　±　70．4
69．3　±　13．5
72．3　±　54．2
12．2　±　11．0
12．5　±　14．0
10．4　±　7．2
24．6　±　8．9
24．0　±　14．2
226．0　±　50．0
27．3　±　19．9
29．6　±　19．9
0．5土0．3
72．2　±　19．8
90．4　±　O．7
26．8　±　18．2
67．4　±　13．2
18．2　±　9．7
17．2　±　11．4
6．3　±　7．5
5．3　±　3．1
21．9　±　13．4
O．2958
0．0905
O．499
0．0425
0．3874
0．499
O．4456
0．0425
0．7353
0．0425
0．3105
0．3105
0．3105
0．2963
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Table　3　Significant　value　between　BALF　sCD44　level　and　BALF　findings
elevated　sCD44
（〉　29　ng／ml）
normal　sCD44
（〈　29　ng／ml）
　　P　value
Mann－Whitney　U　test
Serum　sCD44　levels
Total　cell　count
　of　BALF　（×　lo5）
Lymphocytes　（％）
Lymphocytes　（×　105）
Neutrophils　（O／o）
Macrophages　（％）
CD3　（O／o）
CD3　cells　（×　105）
CD4　（O／o）
CD4　cells　（×　105）
CD8　（O／o）
CD8　cells　（×　105）
CD4／CD8
ACE　（IU／L）
378．0　±　259．5
309．7　±　96．0
19．0　±　11．7
63．4　±　44．8
0．1　±　O．1
80．7　±　12．1
92．0　±　O．8
58．3　±　45．2
68．9　±　14．7
43．1　±　35．8
14．7　±　13．6
8．7　±　6．9
8．6　±　6．9
25．8　±　14．3
299．2　±　91．0
239．5　±　133．4
24．0　±　15．9
54．1　±　68．9
0．6　±　O．6
74．8　±　16．4
85．9士16．9
54．6　±　71．6
64．0土19．8
46．5土53．2
14．9　±　14．6
6．6　±　10．7
8．2　±　6．5
21．4　±　5．8
O．7963
0．2278
O．648
0．4652
0．1791
0．5987
O．4013
0．6143
0．8738
0．6547
0．8323
0．3139
0．9578
0．9577
全身の免疫学的異常を反映する可能性が考えられ
る．興味深い点は一部の症例を除くと，BALFの
sCD44値と血清sCD44値に有意な相関がみられた
ことである．さらに，この相関がみられない群は，
すべて血清sCD44と比べBALFのsCD44値が目だ
って上昇していた．これらの症例ではサルコイドー
シスの旧型やBALF所見に一定の傾向はみられな
いものの，肺における免疫学的異常が優位である可
能性が示唆される．
　近年，さまざまな接着分子が血中より検出されて
おり，サルコイドーシスと接着分子の関係について
はMelisらが1991年にICAM－1とそのリガンドお
よびLFA－1が肺胞マクロファージにおいて過剰に
発現されることを報告した20）．同様にKimらも血
清中の可溶性ICAM－1が活動性の指標となりうる可
能性を報告した21）．しかし他の同様な検討では有意
な差を認めなかったとする報告もあり，その有用性
について疑問視されている22）．このようなことから
現在のところサルコイドーシスの活動性を示す指標
として血清ACE，　BALFリンパ球比率および
CD4／8比，67Gaシンチなどが有用とされている
が13），今後血清sCD44もこれらの指標と同様にサ
ルコイドーシスの新たなマーカ・一一・一として有用である
可能性が考えられた．
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Clinical　evaluation　of　soluble　CD44　levels　in　blood　and
　　　　　　　bronchoalveolar　lavage　fluid　in　sarcoidosis
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　　　　　Kazushige　MINEMURA，　Kenta　UTSUMI
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Abstract
　　One　lymphocyte　surface　marker，　CD44，　is　a　multifunctional　molecule　which　mediates　the　activation
of　T　lymphocytes　and　lymphocyte　forming　receptor．　We　developed　a　method　to　quantify　soluble　CD44
（sCD44）　and　determined　serum　and　bronchoalveolar　lavege　fluid　（BALF）　levels　of　sCD44　to　obtain
further　insights　into　immunologic　aspects　of　sarcoidosis．　Serum　sCD44　levels　were　measured　in　14
consecutive　patients　with　sarcoidosis　and　56　with　healthy　normal　controls　using　ELISA．
　　Stored　BALF　samples　of　24　sarcoidosis　and　4　normal　subjects　were　also　measured　for　sCD44．　ln
patients　with　sarcoidosis，　the　serum　sCD44　level　was　significantly　higher　than　that　of　normal　controls
（322．5　±　159．8　ng／ml　vs　145．4　±　22．9　ng／ml）．　Also　BALF　sCD44　levels　tended　to　be　higher　in　sarcoidosis
than　in　normal　controls　（17．8±11．4ng／ml　vs　14．7±5．6　ng／ml）．　We　also　found　that　there　was
a　tendency　to　correlate　between　the　serum　sCD44　and　serum　angiotensin　converting　enzyme　which　is
routinely　used　to　evaluate　the　activity　of　sarcoidosis　（r　＝　O．657）．　Moreover，　sarcoidosis　patients　with
high　serum　sCD44　had　a　high　lymphocyte　count　and　a　high　number　of　CD4　cells　in　the　BALE　Our
data　suggest　that　sCD44　may　reflect　systemic　immunologic　background　in　sarcoidosis，　and　may　be
a　new　marker　of　this　disease．
〈Key　words＞　Sarcoidosis，　Soluble　CD44，　Bronchoalveolar　lavege
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